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Kleinsauger mit Haarproben
zuverlassig bestimmen

Um das Vorkommen der Schweizer
Kleinsaugetiere zu untersuchen,
miissen diese lebend gefangen und
bestimmt werden. Gewisse ahnliche
Arten lassen sich jedoch morpholo-
gisch nicht genau unterscheiden. Fiir
eine sichere Artbestimmung ist des-
halb bei einigen Arten eine DNA-Analy-
se unumganglich. Die Entnahme von
Haarproben ermadglicht eine fiir das
Tier schnelle und schonende Gewin-
nung von DNA.

Der Zustand der Biodiversitit in der Schweiz ist un-
befriedigend. Gemiss Bundesamt fiir Umwelt (Bafu)
sind mindestens 40 Prozent der in der Schweiz vor-
kommenden Tierarten (Wirbeltiere und Wirbellose)
gefihrdet. Das Bundesamt stiitzt sich bei diesen Aus-
sagen auf die Ergebnisse der Monitoringprogramme,
mit denen die Biodiversitit tiberwacht wird. Zu die-
sen Programmen zahlen auch die Roten Listen, die
gemadss Bundesratsbeschluss alle zehn Jahre revidiert
werden miissen, um die Entwicklung der Arten ver-
folgen zukonnen. Im Auftrag des Bafu tiberpriift und
ermittelt das Centre Suisse de Cartographie de la
Faune (CSCF) den Rote-Liste-Status fiir verschiede-
ne Artengruppen der Schweizer Fauna. Die Liste der
Saugetiere wird aktuell Giberarbeitet, stammt doch
die letzte Version dieser Roten Liste aus dem Jahre
1994 (Duelli et al. 1994).

Der Rote-Liste-Status muss nach den Katego-
rien und Kriterien der International Union for Con-
servation of Nature festgelegt werden. Dabei ist
jedoch freigestellt, welche Daten oder welches Fach-
wissen fiir die Erstellung der Roten Liste verwendet
werden. In der Schweiz hat das Bafu auf Anregung
des CSCF entschieden, bei denjenigen Artengrup-
pen, beidenen nur ungentigende Angaben vorliegen,
Erhebungen im Feld durchzufiihren. Dies trifft fiir
die Kleinsduger zu, weshalb die Daten fiir die Ord-
nungen der Nagetiere (Rodentia) und der Insekten-
fresser (Insectivora) systematisch nach einer vorge-
gebenen Methode tiber die ganze Landesfliche
erhoben werden. In den benachbarten Landern gibt
es kein vergleichbares Monitoring der Kleinsauger.

Der Rote-Liste-Status wird dort iiber Expertenwis-
sen in Kombination mit bestehenden Verbreitungs-
daten ermittelt.

Fiir diese Felderhebungen wird der Hauptan-
teil der Kleinsdugerarten mit Lebendfallen des Typs
Longworth gefangen, direkt vor Ort bestimmt und
wieder freigelassen (Gurnell & Flowerdew 2006). Bei
einigen Arten sind jedoch die morphologischen Merk-
male am lebenden Tier fiir eine sichere Artbestim-
mung nicht ausreichend. Dies ist der Fall bei den
Waldméusen (Apodemus sp.; Abb. 1, links), bei den
Kleinwiihlmé&usen (Pitymys sp.) und bei einigen Spitz-
mausen (Soricidae; Abb. 1, rechts).

Diesen Arten wurde deshalb bis vor kurzem
standardmaéssig eine Gewebeprobe vom Ohr oder
der Schwanzspitze zur genetischen Analyse entnom-
men. Die Tiere werden dazu fiir die Probeentnahme
mittels Athylither sediert. Die Gewebeprobe bringt
den Vorteil, dass die Tiere durch die Probeentnahme
gekennzeichnet werden und somit Doppelbeprobun-
gen bei Wiederfangen ausgeschlossen werden kon-
nen. Alsweniger invasive Alternative konnen fiir die
Artbestimmung auch Haarproben zur DNA-Analyse
verwendet werden (Pfunder etal. 2004). Diese Metho-
de wird bei den Felderhebungen fiir die Rote Liste
der Sdugetiere in der Schweiz seit 2012 angewendet
(Capt 2012).

Gewinnung der Haarprobe
Befindet sich ein Kleinsauger in der Lebendfalle, so
wird deren Inhalt vorsichtigin einen grossen, durch-
sichtigen Plastiksack entleert. Auf diese Weise kann
das Tier betrachtet und fiir die Probenahme gezielt
ergriffen werden. Am besten gelingt die Beprobung,
wenn zwei Personen zusammenarbeiten. Dann kann
die eine Person das Tier halten und die andere Per-
son die Haarprobe entnehmen (Abb. 2).

Mit etwas Ubung ist es jedoch auch gut mog-
lich, diese Arbeit alleine auszufiihren. In diesem Fall
geht man wie folgt vor (Egloff 2012): Fiir das Festhal-
ten des Kleinsaugers wird ein fester Arbeitshand-
schuh verwendet. Fiir die andere Hand, mit der die
Haarprobe gewonnen wird, benutzt man einen sau-
beren Wegwerfhandschuh, um méglichst reine Pro-
ben zu erhalten.



10 FORSCHUNG

— ZOOLOGIE

Abb. 1.: Links: Eine junge Maus des Apodemus-Komplex (Apodemus sp.). Nur mit Hilfe von Schadelmerkmalen
oder einer DNA-Analyse ist eine Zuteilung zu einer der drei Apodemus-Arten (Gelbhalsmaus, Waldmaus oder
Alpenwaldmaus) moglich. Rechts: Eine der drei Waldspitzmaus-Schwesterarten (Sorex sp.). Auch sie kann nur
mittels DNA-Analyse oder detaillierter Schadelmorphologie auf Artniveau bestimmt werden.

Das Tier wird am besten mit dem Kopf Rich-
tung Handgelenk in der Hand gehalten, so dass die
Probe am Hinterteil, idealerweise aus den festeren
Deckhaaren am Schwanzansatz des Tieres genom-
men werden kann. Ausserdem verhalt sich das Tier
ruhiger, wenn es nichts sieht. Die Haare oder Haar-
biischel werden mit einer zuvor in DNAExitusPlus™-
Losung sterilisierten, flachen Wimpernpinzette in
Langsrichtung des Korpers ausgezupft. Entscheidend
ist die Kontrolle, ob die Haare mit Haarwurzeln (Fol-
likeln) ausgerissen wurden, denn nur die Wurzeln
enthalten das fiir die Analyse bendtigte Genmateri-
al. Falls notig, wird dies mit einer Lupe kontrolliert.
Total sollten 25 bis 30 Haare gezupft werden.

Die entnommenen Haare werden direkt mit
der Wurzel voran in ein sauberes, zuvor verschlosse-
nes 1,5 bis 2 ml-Plastikrohrchen gelegt (Abb. 2). Die
Haare werden darin trocken aufbewahrt. Die so ge-
wonnene Haarprobe sollte weder dem Sonnenlicht
noch der Hitze ausgesetzt werden und moglichst bald
respektive spatestens nach 12 Stunden bei-20° C ein-
gefroren werden. So kann gewahrleistet werden, dass
die DNA nicht friihzeitig zerfallt.

Analyse im Labor
Die DNA der Haarfollikel wird mithilfe von Enzy-
men extrahiert. Aus der Haarfollikel-DNA-Losung
wird ein Aliquot (3 bis 5 Mikroliter) in einem PCR-
Reaktionsrohrchen (Polymerase-Kettenreaktion)

amplifiziert. Die PCR dient der Vervielfaltigung ei-
nes bestimmten Genabschnittes innerhalb der mito-
chondrialen DNA. Dabei nutzt man gangige Gene
der Cytochrom-Proteine. Die Auswertung erfolgt
mittels Kapillar-Gelelektrophorese (z.B. Fragment
Analyzer, Labgene). Wenn sich intakte Zellen im
Haarfollikel befinden, wird mittels Kapillar-Gelelek-
trophorese ein DNA-Fragment ersichtlich. Diese
Fragmente werden fiir die Sanger-Sequenzierung
aufbereitet und sequenziert. Die ermittelten Basen-
abfolgen werden mit einer Datenbank verglichen
(BLAST von NCBI) und einem Organismus zuge-
ordnet.

Erfolgsquote und Fehlerproblematik
Wenn intakte Zellen in der Haarprobe vorhanden
sind, liegt die Erfolgsquote bei 100 Prozent. Werden
die Proben unsachgemass behandelt bzw. der War-
me oder dem Sonnenlicht (UV) ausgesetzt, wird die
DNA inden Zellen rasch abgebaut und die Extrakti-
on misslingt. Bei ausgefallenen Haaren ist damit zu
rechnen, dass nur noch wenige intakte Zellen vor-
handenssind. Die grosste Fehlergefahristjedoch die
Kontamination durch den Menschen oder durch
Kreuzkontaminationen - verursacht u.a. durch un-
sauberes Arbeiten (ohne Handschuhe oder ohne
Desinfektion der Werkzeuge), wenn Prober6éhrchen
mehrmals verwendet werden oder wenn die Proben
lose (ohne Rohrchen) transportiert werden. Alle die-
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Abb. 2.: Entnahme einer Haarprobe am Hinterteil einer Maus des
Apodemus-Komplex (Apodemus sp.) mit Hilfe einer flachen Pinzette.

se Fehlerquellen konnen bei guter Information und
sorgfiltigem Arbeiten ausgeschlossen werden.

Beiden Feldaufnahmen der Roten Liste konn-
ten im Labor schon direkt nach der Umstellung von
der Gewebe- zur Haarproben-Gewinnung im Jahr
201293,5 Prozent der Proben erfolgreich analysiert
werden.

Fazit fiir die Praxis
Die Gewinnung von DNA mittels Haarprobenist eine
relativ schonende Methode, bei der das Tier nicht
sediert werden muss. Fiir die Uberarbeitung der Ro-
ten Liste der Saugetiere, deren Ziel die Erhebung der
aktuellen Verbreitung der Sdugetiere ist, gentigt die
Artbestimmung und somit die Haaranalyse vollkom-
men. Soll die DNA-Analyse iiber das Artniveau hin-
ausgehen (z.B. Bestimmung von Individuen oder
Geschlecht), muss aufgrund der erforderlichen DNA-
Menge auf Gewebeproben zuriickgegriffen werden.
Bei der Entnahme von Haarproben zur genetischen
Bestimmung handelt es sich also um eine gute Alter-
native fiir die reine Artbestimmung, die jedoch die
Entnahme von Gewebeproben nicht ersetzen kann.
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